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1. INTRODUGCAO

O nascimento da quimioterapia antimicrobiana ocorreu ha mais de 100 anos pelo
bacteriologista alemdo Paul Erlich. Entusiasmado com a eficAcia dos compostos
derivados do arsénico para o tratamento da doenca do sono, ele convocou uma equipe
para encontrar um composto que combatesse a sifilis (SEPKOWITZ, 2011). Seu sonho
era encontrar uma substancia que tivesse afinidade pelos patdgenos sem afetar as células
do hospedeiro, que foi nomeada por ele como “bala magica”. Foram mais de 600
compostos sintetizados, até que o composto numero 606 (arsfenamina — nome
comercial: Salvarsan) se enquadrou neste quesito para a época (BOSCH & ROSICH,
2008).

A arsfenamina foi o composto de escolha para o tratamento da sifilis até a
descoberta ao acaso da penicilina por Alexander Fleming em 1928. Podemos dizer que
foi Fleming que desenvolveu as técnicas in vitro para a descoberta de novos
antimicrobianos (AMSTERDAM, 2005). Nota-se entdo que a corrida para a descoberta
de novos antimicrobianos depende de muito trabalho e também de sorte, esta como
disse Louis Pasteur so favorece a mente preparada.

Nosso laboratério vem se destacando como referéncia na prospecgdo de drogas
que possuam atividade antimicrobiana, dentre os micro-organismos testados incluem
bactérias gram-positivas (Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus), bactérias gram-
negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa), leveduras (Candida albicans)
e protozoérios (Leishmania amazonensis e Trypanosoma cruzi). O presente minicurso
se propde a apresentar as principais técnicas utilizadas no estudo de antimicrobianos,
sendo o enfoque das metodologias no estudo de novos compostos com atividade anti-
Trypanosoma.

Trypanosoma cruzi, agente etiol6gico da doenca de Chagas, é um protozoario da
ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, caracterizado pela presenca de um
flagelo e uma mitocondria, descoberto em 1909 por Carlos Ribeiro Justiniano das
Chagas. (NEVES, 2005; SILVA JUNIOR et al., 2010). A distribuicdo dos vetores e
reservatorios silvestres do T. cruzi nas Ameéricas se estende desde os Estados Unidos a
Argentina e Chile (COURA & VINAS, 2010).

Dados da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) indicam a existéncia de 16-18 milhdes
de infectados pelo T. cruzi, contudo, Pinto Dias (2007) estima que em cerca de 18

paises endémicos existam de 12-14 milhdes de individuos infectados com uma
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incidéncia anual de 200.000 casos e milhares de mortes, e aproximadamente 100
milhGes de pessoas vivendo em &reas de risco. No Brasil, predominam os casos crénicos
da doenga de Chagas decorrentes de infecches adquiridas no passado, com
aproximadamente trés milhdes de individuos infectados.

Os insetos vetores sdo percevejos da ordem Hemiptera pertencentes a familia
Reduviidae, sendo que machos e fémeas so se desenvolvem e procriam realizando a
hematofagia desde a primeira fase da vida até adulto. Cinco espécies tém especial
importancia na transmissdo da doenca ao homem. Por ordem de importancia: Triatoma
infestans, T. braziliensis, Panstrongylus megistus, T. pseudomaculata e T. sordida
(NEVES, 2005).

O ciclo de vida do T. cruzi envolve a passagem obrigatoria por hospedeiros
vertebrados (homem e mamiferos) e invertebrados (triatomineos), em uma série de
diferentes formas de desenvolvimento. As tripomastigotas sanguineas ingeridas pelo
inseto vetor se diferenciam em epimastigotas proliferativas, que por sua vez se
diferenciam em tripomastigotas metaciclicas no intestino posterior do inseto. As formas
metaciclicas invadem as células do hospedeiro vertebrado e se transformam em formas
amastigotas, que sofrem novo processo de diferenciagdo em tripomastigotas,
responsaveis pela disseminagéo da infeccdo (SILVA JUNIOR et al., 2008).

As formas habituais de transmissdo da doenca de Chagas humana reconhecidas
sdo aquelas ligadas diretamente ao vetor, a transfusdo de sangue, & via congénita
(CARLIER, 2007), e mais recentemente, as que ocorrem via oral, pela ingestdo de
alimentos contaminados (PINTO DIAS, 2006). Mecanismos menos comuns envolvem
acidentes de laboratério, manejo de animais infectados (HERWALDT, 2001),
transplante de 6rgdos (CAMPOS et al., 2008) e pelo leite materno (PINTO DIAS,
2006). Clinicamente a infeccdo é caracterizada por uma fase aguda, seguida da fase
cronica, na qual a maioria dos pacientes se mantém assintomaticos, (DANTAS et al.,
2006). Os sinais e sintomas, na fase aguda, se manifestam em casos mais extremos,
normalmente na maioria dos pacientes esta fase passa despercebida por ndo ter sido
reconhecida ou devido & escassez ou auséncia de manifestacbes clinicas (PRATA,
2001). Cerca de 60-70% dos pacientes nunca desenvolvem a doenca clinicamente
aparente, esses pacientes apresentam a forma indeterminada da doenga, em que 0
paciente se apresenta assintomatico. (PRATA, 2001; RASSI JUNIOR et al., 2010). Os
restantes 30-40% dos pacientes podera posteriormente evoluir para uma doenga grave e

morte prematura. As manifestacdes clinicas tipicas desta fase estdo relacionadas com o
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envolvimento do coragéo, esdfago, colon, ou uma combinagdo e estdo agrupadas em
trés formas principais: cardiaca, digestiva e cardiodigestiva. Normalmente 10-30 anos
apods a infeccdo inicial surgirdo os sintomas clinicos da fase cronica (DANTAS et al.,
2006; RASSI JUNIOR et al., 2010).

A quimioterapia especifica com os medicamentos disponiveis, os nitroderivados
nifurtimox (Lampit®) ou, preferencialmente, o benzonidazol (Rochagan® ou
Radanil®) tém sido indicado para o tratamento da fase aguda (PRATA, 2001, SILVA
JUNIOR et al., 2008), com uma taxa de cura de 50-70% (CANCADO, 1985), em
individuos cronicamente infectados a taxa de cura é baixa (8-20%) (CANCADO, 1985,
GALVAO et al., 1993, COURA & CASTRO, 2002). Esses compostos podem causar
toxicidade sistémica (TONIN et al., 2010) com sérios efeitos colaterais, sendo 0os mais
importantes hipersensibilidade (rash, febre, edema generalizado, linfoadenopatia, dores
musculares e nas articulagbes), depressdo da medula dssea (neutropenia, puarpura
trombocitopénica), polineuropatia periférica. A dose diaria para benzonidazol é 5-7
mg/kg de peso corpdreo e 8-10 mg/kg de peso corpdreo para o nifurtimox durante 30 ou
60 dias (PRATA, 2001).

2. OBJETIVOS

2.1.Geral
Proporcionar aos alunos conhecimentos sobre técnicas bésicas utilizadas para

investigar atividade bioldgica de substancias naturais e sintéticas frente aos

principais micro-organismos utilizados para a pesquisa de novas drogas.

2.2.Especificos
= Verificar a atividade antibacteriana e antifiingica de um composto sintético;

» Verificar uma possivel atividade tripanocida do composto sobre a forma
epimastigota de T. cruzi;

» Verificar a citotoxicidade do composto sobre a linhagem de células animal
LLCMK;;

= Verificar se 0 composto causa alteragdes na morfologia do protozodrio através

de microscopia eletronica de varredura.



3. MATERIAL E METODOS

3.1.Micro-organismos
As atividades antibacteriana e antifingica serdo avaliados com as seguintes

cepas: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6623 e Candida
albicans ATCC 10231.

3.2.Padronizacéo da suspensdo de micro-organismos
As suspensdes microbianas serdo padronizados de acordo com o Clinical and

Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009) para as bactérias e (CLSI, 2008) para
leveduras. As bactérias serdo cultivadas em caldo Muller-Hinton (MHB) durante
18-24 h e leveduras em caldo Sabouraud dextrose (Merck) durante 48-72 h. Apds o
crescimento, a suspensdo microbiana serd padronizada em solugdo salina estéril a
uma turbidez equivalente a 0,5 escala de McFarland (aproximadamente 1-2 x 108
CFU / mL para as bactérias e 1-5 x 106 CFU / mL para Candida spp.).

3.3.Atividade antifungica pelo método de microdiluigédo

(Concentracao inibitoria minima)

Uma solugdo de 2mg/ml do composto sera preparada usando caldo Sabouraud
dextrose e DMSO solvente). Cem microlitros de caldo Sabouraud dextrose seréo
adicionados a cada pogo da placa de 96 pogos. Um volume de 100 pl da solucéo do
composto serd adicionado aos pogos da primeira linha e, em seguida uma diluicdo
em série serd realizada, resultando em concentracdes que variam de 3,9 pg / mL a
1000 pg / ml. Na décima, décima primeira e décima segunda linhas serdo utilizadas
como controle de indculo, droga, e os controles de meio de cultura,
respectivamente. Subsequentemente, 5 pl da suspensdo de microrganismos
previamente padronizada sera adicionado a todos 0s pocos, e a placa serd incubada
a 37 ° C por 24-48 h. A concentracdo inibitéria minima (CIM ou MIC) sera

indicada pela auséncia de turvagdo no meio de cultura.



3.4.Atividade antibacteriana pelo método de difusdo em agar (halo
de inibicéo)

Serd utilizado um swab de algodéo estéril e este sera mergulhado na suspensao
de bactérias ap0s ajustar a turbidez da suspensdo de in6culo. O swab deve ser
girado Vvérias vezes e apertado firmemente contra a parede interna do tubo, acima
do nivel do liquido. Isso ajudard a retirar qualquer excesso de indculo no swab. As
bactérias serdo inoculadas na superficie da placa de é&gar Mdeller-Hinton
esfregando o swab em toda a sua superficie. Repete-se o procedimento esfregando
outras duas vezes, girando a placa aproximadamente 60° cada vez, a fim de
assegurar a distribuigdo uniforme do inoculo por toda a placa. Como passo final,
passa-se um swab na margem da placa de gar.

Os compostos em teste serdo colocados num pogo feito com um cilindro de
metal na placa de Agar ja semeada e em seguida elas serdo colocadas na estufa, a
37° C, por 24 h. Apés a incubacdo examina-se cada placa, verificando se foi
observada a inibi¢do ou crescimento das bactérias nas regides proximas a amostra,
mediante a formacdo ou ndo de halos de inibicdo. O halo de inibicdo sera

considerado a area sem crescimento detectavel a olho nu.

3.5.Ensaio  antiproliferativo para avaliagdo da atividade
antiprotozoario
O ensaio antiproliferativo é uma das etapas experimentais iniciais na busca de

substancias com atividade tripanocida. Como objetivo geral do experimento busca-
se determinar o valor de IC50 para dada substancia, ou seja, a concentragdo de
droga na qual ocorra a inibicdo de 50% dos protozoéarios apds 96 h de tratamento,

quando comparado a um grupo controle.

Pesagem e diluicdo das drogas
= Pesar a droga utilizando tubos Eppendorf® estéreis (1 mg para compostos

isolados e 10 mg para extratos e fragdes);

* Adicionar 100 pL de Dimetilsulfoxido (DMSO) ao eppendorf, agitar até
completa dissolu¢do da droga e completar com 900 pL de meio LIT (solugédo
estoque: 1 mg/mL);

= Identificar 4 outros tubos eppendorf estéreis (Concentragfes: 500, 100, 50 e 10

pg/mL) para realizar a diluicdo da droga;



Adicionar aos tubos identificados, respectivamente, 500, 800, 500 e 800 uL de
LIT;

Homogeneizar e transferir 500 pL da solucdo estoque para o tubo 1 (C: 500
Hg/mL);

Homogeneizar o tubo 1 e transferir 200 pL deste para o tubo 2 (C: 100 pg/mL);
Homogeneizar o tubo 2 e transferir 500 pL deste para o tubo 3 (C: 50 pg/mL);
Homogeneizar o tubo 3 e transferir 200 pL deste para o tubo 4 (C: 10 pg/mL).

Padronizacdo do indculo

= Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi cepa Y serdo previamente

cultivados em meio LIT suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB)
por 4 dias a 28°C;

Homogeneizar o tubo de cultura, retirar 20 pL e adicionar o volume a um
eppendorf contendo 980 L de formalina 3%;

Contar as formas epimastigotas presentes no quadrante central (regido A) da
Cémara de Neubauer (Fig. 1), obter a média dos dois campos de contagem,
multiplicar pela diluicdo (50) e pelo fator de correcdo da camara(10%), obtendo-

se um numero X de protozoarios;

Figura 1. Hematimetro ou Camara de Neubauer.

O inbculo para a realizacdo do ensaio antiproliferativo deve ser de 10°
parasitas/mL, sabendo que em 1 mL existe um numero X de parasitos realiza-se
uma regra de 3 para descobrir qual volume V é necessério utilizar para obter 10°
parasitos/mL;

Como o experimento em geral € montado simultaneamente para duas drogas em
uma placa de 24 pogos, € preciso padronizar o volume real (VR) de inoculo a ser
coletado para 25 mL (volume V x 25= VR).

Preparo do pool



O pool deve ser preparado em um tubo falcon, sendo composto por 10% de SFB
(2,5 mL), 10% da droga (2,5 mL distribuido diretamente nos pogos), o volume
de indculo calculado e meio LIT em g.s.p. para 25 mL, além de 33,75 pL de

gentamicina.

Montagem e Leitura do experimento

Transferir 100 pL de cada eppendorf contendo as drogas para dois pocos (ensaio
em duplicata) da placa, para os pogos controle transferir 100 pL de LIT;
Adicionar 900 pL do pool a cada pogo, obtendo-se uma concentracdo final 10
vezes menor que a obtida no eppendorf;

Homogeneizar a placa e incubar a 28 °C por 96 h;

Apb6s o tempo de ensaio realizar a contagem de parasitos em camara de

Neubauer.

3.6.Ensaio de citotoxicidade

O Ensaio de citotoxicidade é uma metodologia de ampla utilizagdo que permite

verificar o qudo toxica € uma substancia para determinada célula. Em nosso caso

usaremos células da linhagem LLCMK; (Célula epitelial de rim de Macaca mulata)

como modelo.

Obtencéo da monocamada de células

Usar garrafas de cultura média com tapete de células fechado como fonte de
indculo;

Retirar o meio de cultura (DMEM) das garrafas e lavar o tapete de células com
PBS;

Adicionar tripsina as garrafas e permitir que a enzima aja por aproximadamente
30s;

Observar as células ao microscdpio invertido e caso estejam arredondadas bater
no fundo da garrafa para completo descolamento do tapete de células;

Adicionar meio de cultura até formar uma suspensdo de 10 mL, reservar em
gelo;

Transferir 100 pL desta suspensdo para um eppendorf contendo 900 pL de meio;



Homogeneizar o contelido do eppendorf e proceder a contagem em Cémara de
Neubauer (Fig 1), contando apenas as células presentes nos quatro quadrantes
laterais (regides B) de cada campo, dividindo o numero total contado por quatro
obtendo uma média;

Multiplicar a média pelo fator de correcdo da camara (10”) e pela diluicdo (10);
Proceder os célculos tal como no ensaio antiproliferativo, sabendo que para o
experimento de citotoxicidade € ideal um inoculo de 2,5x10° células;

Preparar o pool contendo o volume de inéculo calculado, 10% de SFB, Meio de
culturaem g.s.p. 10 mL e 12,5 pL de gentamicina;

Distribuir 100 puL da suspensdo homogeneizada em cada pogo, deixando trés
pOGOos vazios para usa-los como branco;

Incubar em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO, por 24 h.

Tratamento das células

Pesar e diluir as drogas em DMSO tal como no ensaio antiproliferativo;

Preparar as diluicdes em eppendorf, utilizando meio de cultura com gentamicina,
visando obter concentragdes finais de 500, 100, 50, 10 e 1 ug/mL;

Apos a formacdo da monocamada de células retirar o meio de cultura dos pogos
e transferir 100 pL de cada eppendorf para os respectivos poGos (ensaio em
triplicata);

Manter pelo menos 3 pocos da placa sem a adi¢do da droga (controle);

Incubar em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de CO2 por 96 h.

Leitura do experimento

Apbs o tempo de incubacéo retirar o0 meio de cultura, lavar cada pogo com 100
uL de PBS, retirar o PBS ¢ adicionar 50 pL de &cido tricloroacético 10%;

Manter em geladeira por uma hora ao abrigo da luz;

Desprezar o acido tricloroacético e lavar em agua corrente por 5 vezes, sendo a
ultima em &gua destilada, apos isto deixar a placa secar a temperatura ambiente;
Adicionar 50 uL/poco de sulforodamina B (0,4% p/v em 1% de solucdo aquosa
de acido acético);

Manter a placa por 30 min em geladeira ao abrigo da luz;

Lavar a placa por 3 vezes com acido acético 1% para completa remogdo do

corante;
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» Adicionar 150 pL/poco de tampéo Tris-base 10 mM;

= Agitar cuidadosamente a placa e realizar a leitura em Leitor de ELISA a 530 nm.

3.7. Microscopia eletronica de varredura
O microscopio eletronico de varredura (MEV) fornece imagens

tridimensionais do material avaliado, cuja a qual é formada pela interacdo inicial
de um feixe de elétrons com a amostra em condicfes de alto vicuo. Nesta
interacdo elétrons secundérios provenientes da amostra sdo arrancados e coletados
por uma sonda para formar uma imagem da topografia do material (SOUZA,
1998). Dentre as suas varias aplicacBes, a microscopia eletrdnica de varredura
permite avaliar a morfologia celular de micro-organismos expostos a compostos

biologicamente ativos.

= Lavar as células em PBS a temperatura ambiente 3 vezes;

= Preparar uma solucdo de glutaraldeido & 2,5% em tampdo cacodilato de sodio
0,1 M;

» Adicionar ao pellet 1 mL da solucdo de glutaraldeido (fixac&o propriamente
dita);

= Deixar em temperatura ambiente no minimo 1 h ou na geladeira por até 48 h;

= Lavar as células fixadas com tampdo cacodilato de sédio a 0,1 M 3 vezes;

= Lavar o suporte (chip ou laminula) com acetona e depois com agua;

= Aderir as células previamente fixadas neste suporte com poli-I-lisina;

= Lavar 3 vezes com o tampdo cacodilato de sodio a 0,1 M;

= Desidratar em etanol 30, 50, 70, 80, 90, 95, 100% (10-15 min cada um, exceto
em 100%, que deve-se deixar no alcool por 2 ou 3 vezes este tempo);

= Realizar ponto critico;

= Metalizar com ouro;

= Observar no Microscopio Eletrénico de Varredura Shimadzu SS-550.
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